UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
CAMPUS DE PATOS-PB )
UNIDADE ACADEMICA DE MEDICINA VETERINARIA

MONOGRAFIA

Aspectos epidemioldgicos e laboratoriais da babesiose canina no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Campina Grande, Patos-PB, no periodo de
2012 a 2015.

Saul Silva Fénseca

2016



UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
CAMPUS DE PATOS-PB )
UNIDADE ACADEMICA DE MEDICINA VETERINARIA

Aspectos epidemiol6gicos e laboratoriais da babesiose canina no Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Campina Grande, Patos-PB, no periodo de
2012 a 2015.

MONOGRAFIA

Saul Silva Fénseca
(Graduando)

Prof. Dr. Antonio Fenando de Melo Vaz
(Orientador)

Patos — PB
Julho de 2016



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DO CSRT DA UFCG

F676a Fonseca, Saul Silva.
Aspectos epidemioldgicos e laboratoriais da babesiose canina no Hospital
Veterindrio da Universidade Federal de Campina Grande, Patos-PB, no periodo
de 2012 a 2015 / Saul Silva Fénseca. — Patos, 2016.
33f.

Monografia (Graduagdo em Medicina Veterindria) — Universidade Federal
de Campina Grande, Centro de Saide e Tecnologia Rural, 2016.

"Orientacdo: Prof. Dr. Antonio Fernando de Melo Vaz”

Referéncias.
1. Anemia. 2. Babesia spp. 3.Bioquimica. 4.Cées. 5. Hemograma I. Titulo.

CDU 616:619




UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
CAMPUS DE PATOS-PB
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

SAUL SILVA FONSECA
Graduando

Monografia submetida ao Curso de Medicina Veterinaria como requisito parcial para
obtencdo do grau de Médico Veterinario

ENTREGUE EM / / MEDIA:

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Antonio Fernando de Melo Vaz Nota
ORIENTADOR

Profa. Dra. Marcia Almeida de Melo Nota
EXAMINADOR |

Profa. Dra. Rosangela M. Nunes da Silva Nota

EXAMINADOR Il



Agradecimentos

Agradeco em primeiro lugar a Deus por tudo o que o Senhor me deu durante todo
esse percurso, presentes (familia, amigos, sabedoria, saude...) que foram essenciais
para a minha formacao e por estar constantemente presente em minha vida.

Aos meus familiares, sou eternamente grato por tudo que fizeram e continuam
fazendo por mim, por todo amor, carinho, conselhos e puxdes de orelha. Vocés séao
0 meu grande amor, meus exemplos de vida, de profissionais, meus super-herdis na
vida real. Dessa forma dedico tudo o que sou e tudo que venho conquistando as
matriarcas da nossa familia (Minha V6 Juvina e a minha Mae Josetania), palavras
nunca vao conseguir expressar o tamanho do meu amor, gratidao, admiracao e
respeito que sinto por vocés.

Aos meus amigos, alguns que me acompanham desde a maternidade, outros que no
decorrer da vida venho adquirindo, 0 meu muito obrigado. Sou grato pelas risadas,
pelos conselhos, pelo ombro amigo, por tudo que vivenciamos juntos nessa
caminhada; que Deus permita que tenhamos muitas e muitas histérias juntos.

Ao meu Orientador, Professor Anténio Fernando de Melo Vaz, por toda a paciéncia,
conselhos, ajuda, disponibilidade, orientagdo e transmissao de conhecimentos que
permitiram a realizacao desta dissertagao.

Aos meus Co-Orientadores, Professora Dra. Marcia Almeida de Melo e ao Professor
Dr. Almir Pereira de Sousa, pela ajuda e apoio ao desenvolvimento deste tema.

A toda a equipe da UFCG e do Hospital Veterinario da UFCG, incluindo Médicos
Veterinarios, professores, colegas estagiarios e auxiliares pela aprendizagem
proporcionada e pelo ambiente agradavel e de profissionalismo proporcionado.

Nao podendo esquecer de agradecer aos proprietarios e animais que contribuiram
de forma fundamental para o resultado desse estudo.

Em resumo, agradeco a todos que contribuiram de forma direta ou indireta nessa
minha jornada.



SUMARIO

LISTA DE ILUSTRAGOES ..........ooiieieeceeeeeceeeeeee e 6
LISTADE ABREVIAGOES ..........coouiuitieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 7
RESUMOL....... ettt e e s s e e e saneeeaea 8
ABSTRACT ...t e e e st e e e e te e e e e nnbe e e e e e neeeeeannaeeeeaans 9
1 INTRODUGAO..........oooiieieceeeeeeeeee ettt eee et en s 10
2 REVISAO DE LITERATURA.........cocovoeeeeeeeeeeeeeeee et 11
P2 I 1] (o o o T PP 11
P2V (o] 11
2.3 Etiologia 11
2.4 EPIAEMIOIOQIA. ... eeiiiiiieiieie et 12
2.5 PalOgENIA. ... et 12
2.6 CiClo EVOIULIVO.....ccc et 13
P2 S 11 (o] 4 F= 1 (o] (oo = VR RERT 14
2.8 Achados LaboratoriaiS. ......uueeeeieieeeeeeieeeeeeee e 15
2.8.1 Aspectos HematolOgICOS. .........ceeeiiiiiiiiiiiieeeeie e 15
2.8.2 Aspectos BioQUIMICOS. .....ceuiiiiiiiiiiie e 16
P B - Vo Lo 1 1o TSR 17
P2 I I = = =T o) (o PRSP 18
2.11 Achados de necropsia e histopatoldgiCa..........ccuvveeeiiiiiiiiieeeieiiieeen 19
3 MATERIAL E METODOS..........cocoovoiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseee e en e 21
4 RESULTADOS E DISCUSSAO...........oooimiiiieieieieeeesieeie e 22
5 CONCLUSAOD..........oimiiiiiiciieee et 27
REFERENCIAS.........coouiiiiieiieieieteeee ettt 28

A X O S e 33



LISTA DE ILUSTRACOES

1 LISTA DE FIGURAS

Figura 1 CiClo da BabeSia SPP.......ciauueeeeee ettt 14
2 LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1: Idade dos animais diagnosticados com babesiose pelo esfregaco

sanguineo no periodo de 2012 a 2015, no LPC/HV/CSTR/UFCG ........ccccccurrrrnnnee. 23

3 LISTA DE TABELAS
Tabela 1 Valores das bioquimicas de 8 caes diagnosticados com babesiose,

atendidos no HV/UFCG, campus Patos — PB, no periodo de 2012 a 2015 .............. 26

4 Anexos

Anexo 1 Valores de referéncia para hemograma de Caes ..........ccccvveeeeeiiiiiiieeneenn, 33



LISTA DE ABREVIAGCOES

ALT - Alanina aminotransferase

AST - Aspartato aminotransferase

CHCM - Concentracao de Hemoglobina Corpuscular Média
DNA — Acido desoxirribonucleico

dL — Decilitros

ELISA - Ensaio imunoenzimatico (“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”)
FA - fosfatase alcalina

HCM - Hemoglobina corpuscular média

HV- Hospital Veterinario

IM — Intramuscular

Kg — Quilogramas

LPC — Laboratorio de Patologia Clinica

mg — Miligramas

ML — Microlitos

PB — Paraiba

RDW - Red Cell Distribution Width

SC — Subcutaneo

UFCG - Universidade Federal de Campina Grande

VCM - Volume Corpuscular Médio

VG — Volume Globular

VO - Via oral



RESUMO

FONSECA, SAUL SILVA. Aspectos epidemiolégicos e laboratoriais da babesiose
canina no Hospital Veterinério da Universidade Federal de Campina Grande, Patos-
PB, no periodo de 2012 a 2015. UFCG, 2016, 33 pg. (Trabalho de Concluséo de
Curso em Medicina Veterinéria).

A Babesia spp € um microrganismo intracelular obrigatério ubiqua de células
sanguineas, sendo transmitida pela picada de artrépodes hemat6fagos. A doenca
possui caracteristica hemolitica, tendo como consequéncia anemia e alteracbes
hematoldgicas diversas. As infecgdes sao responsaveis por manifestacoes clinicas
inespecificas os quais resultam em maior morbidade e mortalidade em caninos.
Devido as limitagbes que os métodos de diagndstico rotineiros apresentam em
detectar infeccbes ativas, o presente estudo teve como objetivo determinar os
aspectos epidemioldgicos e laboratoriais de cdes do municipio de Patos/PB, com
babesiose, diagnosticada pelo esfregaco sanguineo, no periodo de 2012 a 2015. No
referido periodo foram diagnosticados 73 caes positivos com Babesia spp no
HV/UFCG. Foi possivel verificar que 53,4% dos animais eram fémeas e que houve
um predominio de animais com idade inferior a um ano (63%). A anemia foi
verificada em 83,4% (61/73), sendo a mais comum a normocitica normocrémica,
com associagdo de quadros de trombocitopenia (78,1%), leucopenia, (31/71),
neutropenia (23/71), linfopenia (27/71), eosinopenia (50/71) e monocitopenia (16/71).
Nao houve alteracao significativa nas analises bioquimicas. Em concluséo, observa-
se que caes jovens precisam de um maior cuidado e eficiente controle do vetor da
enfermidade, tendo em vista que a babesiose é endémica na regido metropolitana
da cidade de Patos/PB. Ademais constatou-se a necessidade de adotar outras
técnicas de diagnésticos mais precisas para que a terapéutica correta seja

instaurada com mais seguranca e rapidez.

Palavras-chave: Anemia, Babesia spp., bioquimica, cdes, hemograma,
hemoparasitose.



ABSTRACT

FONSECA, SAUL SILVA. epidemiological and laboratory aspect of canine babesiose
at the Veterinary Hospital of the Federal University of Campina Grande, Patos-PB in
the period from 2012 to 2015. UFCG, 2016, 33 pg. (Work Completion of course in
Veterinary Medicine).

The Babesia ssp is an ubiquitous obligate intracellular microorganism that affects
blood cells and is transmitted by the bite of blood-sucking arthropods. The disease
has hemolytic characteristic, resulting in anemia and various hematological changes.
Usually infections are responsible for nonspecific clinical manifestations which results
in higher morbidity and mortality rate in canines. Due to the limitations that routine
diagnostic methods have to detect active infections, the main purpose of this study
was to determine the epidemiological and laboratory aspects of dogs in the city of
Patos/PB with babesiose diagnosed by blood smear between 2012 and 2015. During
this period, 73 dogs were tested positive with babesia spp at the HV/UFCG. It can be
seen that 53.4 % of the animals were female and there was a predominance of
animals aged less than 01 year (63%). Anemia was observed in 83.4 % (61/73), the
most common being normochromic normocytic, with association of thrombocytopenia
boards (78.1 %), leukopenia (31/71), neutropenia (23/71), lymphopenia (27/71),
eosinopenia (50/71) and monocytopenia (16/71). There was no significant change in
the biochemical analysis. In conclusion, it is possible to note that young dogs need
more care and efficient control of the disease vector, given the fact that babesiose is
endemic among the animals treated at the Veterinary Hospital of the city of
Patos/PB. Furthermore it was found the need to adopt other techniques for more
accurate diagnoses so that the correct treatment is instituted more safely and quickly.

Keywords: Anemia, Babesia spp., biochemistry, dogs, CBC, hemoparasitose.
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1 INTRODUCAO

As hemoparasitoses sao doengas de ocorréncia mundial que possuem uma
grande importancia na clinica médica veterinaria, por se tratar de doengas rotineiras.
Varias espécies sdo acometidas, entre elas os animais domésticos como caninos,
felinos, equideos e bovinos. Sao causadas por parasitos intracelulares obrigatérios
de células sanguineas e sao transmitidas pela picada de artrépodes hematofagos.
As infec¢bes sao responsaveis por manifestagcdes clinicas que, com o decorrer da
doenca, se nao realizado o tratamento podem resultar no 6bito, sendo necessario
intensificar os cuidados apos infestacao por carrapatos.

Em céaes, os hemoparasitos mais comuns transmitidos pelos carrapatos séo
as riquétsias dos géneros Ehrlichia sp. e Anaplasma sp. e o protozoario da espécie
Babesia spp.

Babesia canis é um parasito intracelular obrigatorio com tropismo por células
da linhagem vermelha. Podem ser observados um ou varios trofozoitos em uma
mesma hemacia, ressaltando que a auséncia do parasito no esfregaco nao exclui a
possibilidade de infecgao.

Do ponto de vista clinico, a babesiose pode se manifestar de forma aguda,
subclinica ou crénica. A doenca possui caracteristicas hemoliticas, tendo como
consequéncia alteracbes hematoldgicas, entre as mais comuns, anemia
regenerativa, leucopenia, trombocitopenia, hemoglobinuria e bilirrubindria.

Caes doentes e com o histérico de que ja apresentaram infestacoes de
carrapatos devem ser submetidos a exames que confirmem o agente etiolégico,
como citologia, sorologia e esfregaco sanguineo, para que ndo seja empregada uma
terapéutica ineficaz, tendo em vista que os animais apresentam sintomatologia
inespecifica.

Devido as limitagcdes que os métodos de diagnédstico apresentam, ja que a
maioria exige mao-de-obra qualificada e equipamento laboratorial especializado,
como também o manejo inadequado do animais e escassez de conhecimento pelos
proprietarios o presente estudo tem o intuito de elaborar um perfil hematolégico e
bioquimico, assim como analisar alguns dados epidemioldgicos que deem suporte
aos médicos veterinarios no diagnéstico da doenca no HV/UFCG na cidade de
Patos-PB, no periodo de 2012 a 2015.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Histérico

O primeiro relato de Babesia canis ocorreu na ltalia em 1895, por Piana e
Galli-Valerio, cujos sintomas descritos foram febre e ictericia. Em seguida foi
diagnosticada em outras regides da Europa, além da Africa, Asia, india, América do
Norte e América do Sul (MARTINQOD et al., 1986; ALMOSNY et al., 2002).

No Brasil, Pestana, em 1910, observou um achado semelhante em Sao
Paulo, Bordaux (1993) caracterizando uma nova espécie de agente etiolégico que
por sua semelhancga foi denominado de Piroplasma vitalli.

2.2 Vetor

E uma moléstia de distribuicio mundial, causada por parasitos
hematozoarios transmitido por carrapatos (ETTINGER e FELDMAN, 2004),
pertencentes a familia Ixodidae considerada a mais importante relacionada a
babesiose, também chamado de “carrapatos duros”. Recebe esse nome pela
presenca de um rigido escudo quitinoso que cobre toda a superficie dorsal do
macho (URQUHART, 1996) da espécie Rhipicephalus sanguineus (Figura 1), o
carrapato vermelho do cdo. Carrapatos de outras espécies, como Dermacentor spp.,
Haemaphysalis leachi e Hyalomma plumbeum, também podem transmitir o agente
(BRANDAO; HAGIWARA, 2002).

Os carrapatos sdao mais ativos durante a estagdo quente, desde que as
chuvas sejam suficientes, mas em algumas espécies o0s estagios larvais e ninfas
também s&o ativos em clima mais ameno e isto afeta a duragdo e a escolha da
época dos programas de controle (URQUHART, 1996).

2.3 Etiologia
As babesias sédo piroplasmas eritrocitarios intracelulares que geralmente
sdo especificos para o hospedeiro (ETTINGER, 1997). Podem parasitar as
hemacias com quatro ou mais trofozoitos e também podem ser encontradas livres
no plasma ou no interior de leucécitos apdés as hemacias serem fagocitadas
(O'DYWER; MASSARD, 2004).
Existem duas espécies de Babesia capazes de infectar os caes, a B. gibsoni,
que é um pequeno protozoario medindo de 2 a 5um, e a B. canis, que mede de 4 a
7um (TILLEY e SMITH, 2008). Existem trés subespécies de B. canis, classificadas
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de acordo com a localizacao geografica e a patogenicidade (CARRET et al., 1999):
B. canis canis transmitida pelo Dermacentor reticulatus na Europa; B. canis vogeli,
transmitida pelo Rhipicephalus sanguineus em regides tropicais e subtropicais, e B.
canis rossi transmitida pelo Haemophysalis leachi na Africa do Sul (TOBOADA;
MERCHANT, 1991).

A forma infectante sdo os merozoitos com o periodo de incubag¢ao em torno
de duas semanas (TILER e SMITH, 2008).

2.4 Epidemiologia

A babesiose canina apresenta alguns sinbnimos, como piroplasmose canina,
peste de sangrar e nambiuvu (FORTES, 1997). Segundo Sa (2007), a forma aguda
da doenga apresenta importante prevaléncia e atinge principalmente caes jovens
entre um e seis meses de idade, porém é relatado que a soroprevaléncia é superior
em caes adultos, apesar de caes jovens serem mais susceptiveis a infeccao
(TABOADA, 1998).

2.5 Patogenia

A Babesia é transmitida por um ectoparasita Ixodideo infectado, sendo a
fémea adulta considerada a mais importante transmissora (TABOADA, 1998). A
transmissdo para o cdo se da pela inoculacdo de esporozoitos que € a forma
infectante ou e por transfusao sanguinea (THRALL et al., 2007). A transmissao entre
os carrapatos na maioria das vezes € transovariana, onde a fémea infectada e
ingurgitada transmite o parasito para os seus descendentes, conhecida como
transmisséo vertical.

O carrapato transmite a Babesia spp. ao cao durante o repasto sanguineo,
atraves da saliva infectada (SANTOS e ALESSI, 2011). O trofozoito da Babesia spp.
penetra na membrana dos eritrécitos e logo em seguida é endocitado, onde ira se
multiplicar no interior das hemacias por divisdo binaria, resultando em merozoitos,
que podem aparecer sozinhos, em pares ou em maiores quantidades. Em seguida, a
célula hospedeira se rompe e 0s organismos nela contidos sao liberados e penetram
em novos eritrocitos (URQUHART et al., 1996). As hemécias sofrem lise pela
replicacdo do microrganismo intracelular ou pelas reagdes imunomediadas contra o
parasita, sendo que é necessario um periodo de 10 dias a trés semanas para que
ocorra a incubacao das infecgdes por Babesia spp. (ETTINGER; FELDMAN, 2004).
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Os merozoitos se replicam no interior das hemacias, causando anemia tanto direta
como hemolitica imunomediada (TILER e SMITH, 2008).

A rapida replicagdo do parasita nos eritrécitos produz rapida destruicao das
hemacias, causando hemoglobinemia, hemoglobinuria. Este quadro pode ser téo
agudo a ponto de causar morte em poucos dias e reducdo da porcentagem do
volume globular em 20% ou mais (URQUHART et al., 1996). A hipdxia provocada
pela anemia hemolitica de rapido desenvolvimento pode causar acidose metabdlica
e doenca renal. J& os processos como ictericia e hepatosplenomegalia estdo
presentes em alguns caes, achados que dependem do estagio de infeccao
(ETTINGER; FELDMAN, 2004), ou pelo aumento da fracdo indireta da bilirrubina,
que em grande quantidade, acarreta em uma sobrecarga hepatica (NELSON;
COUTO, 2006).

2.6 Ciclo Evolutivo

O R. sanguineus apresenta trés formas parasitarias dentro de seu ciclo de
vida: larva, ninfa e adulto. Cada estagio parasita o hospedeiro por alguns dias (3a 7
dias para larvas e ninfas, 5 a 10 dias para fémeas adultas e mais de 15 dias para
machos adultos), quando se alimenta principalmente de sangue, mas também de
linfa e restos tissulares da derme e/ou epiderme lesada por diversas enzimas
proteoliticas secretadas pela saliva do carrapato (LABRUNA, 2004).

Durante o repasto sanguineo o carrapato inocula os esporozoitos, que irdo
penetrar nas hemacias do hospedeiro suscetivel (Figura 1). O organismo divide-se
assexuadamente por fissdao binaria e forma dois, ou as vezes quatro, individuos no
eritrécito. Por fim, a célula hospedeira rompe-se e 0s merozoitos sdo liberados,
penetrando novos eritrocitos (URQUHART, 1996).

A fémea do carrapato, ao se alimentar, ingere sangue infectado com
Babesia spp.. Os merozoitos serdo destruidos no trato digestivo do carrapato,
enquanto os gametécitos dardo continuidade ao ciclo, formando gametas
masculinos ou femininos. O gameta feminino se uni ao masculino formando um
zigoto, que se diferencia na forma mével chamada de oocineto. O mesmo penetra
no epitélio do trato digestivo e inicia um processo de divisdo assexuada
(esporogonia), dando origem aos esporocinetos, esses quando liberados podem
atingir a glandula salivar do carrapato e continuam o seu ciclo infectando novos
animais (Monteiro, S. G. 2011).
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Figura 1: Ciclo da Babesia spp.
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Fonte: Adaptado de Monteiro, S. G. (2011).

2.7 Sintomatologia

Para Brandao e Hagiwara (2002), as manifestacées clinicas, como também
o comprometimento mdultiplo de érgdos dos animais com babesiose, sao
classificadas de acordo com o estado sistémico do animal, que estd diretamente
relacionado a intensidade da parasitemia e da hemdlise, da virulénia da cepa

envolvida.
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Os caes podem ser acometidos por infec¢des subclinicas, superagudas,
agudas, crénicas ou atipicas (NELSON; COUTO, 2006). No entanto, duas
sindromes respondem pela maioria dos sinais clinicos observados em cédes com
babesiose: uma é caracterizada por choque hipotensivo (moléstia hiperaguda) e, a
outra, por anemia hemolitica (moléstia aguda) (TABOADA; MERCHANT, 1997 apud
PINTO 2009).

A forma aguda €& considerada a forma mais comum da doenga; se
caracteriza por anemia hemolitica, trombocitopenia e esplenomegalia
(FIGUEIREDO, 2011). Os céaes sobreviventes ou que possuem infeccoes
assintomaticas, podem se tornam portadores crénicos se nao forem tratados
adequadamente (ETTINGER, 1992).

As infecgdes cronicas se caracterizam por febre intermitente, diminuigéo do
apetite, perda de peso (TABOADA; MERCHANT, 1997), podendo culminar com
insuficiéncia hepatica e renal (FUNARLLENO, 2005).

Em &reas endémicas, onde o parasita estd amplamente distribuido, €&
comum a forma subclinica, em que muitos cées apresentam sinais brandos como
febre e apatia, recuperam-se rapidamente e tornam-se portadores crénicos do
parasito (ETTINGER e FELDMAN, 2004).

Konto et al. (2014), em um estudo experimental, infectou cdes com Babesia
canis para avaliar a resposta clinica e bioquimica dos animais apés a infeccao. Os
principais sinais clinicos observados nos cinco primeiros dias foram inapeténcia,
seguida de anorexia, letargia, palidez das mucosas da boca e da palpebra,
caquexia, tremor muscular e dificuldade respiratéria. Sintomas também descritos por
Solano-Gallego (2008) nos primeiros cinco dias pds-infeccao. No sexto dia, observa-
se salivagdo excessiva e hemoglobinudria; no sétimo dia, secre¢do ocular mucoide,
seguido de morte de um cao no oitavo dia. Outros sinais clinicos registrados foram

ascite, inchago edematoso em todo o corpo e erecao do pelo.

2.8 Achados Laboratoriais
2.8.1 Aspectos Hematoldgicos

Stockam e Scott (2011) mencionaram que, nas formas agudas ou
subagudas da doenca, € comum 0s animais apresentarem anemia que pode variar

de moderada a grave, reticulocitose, policromasia aumentada, macrocitose, as
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vezes esferocitose e, ocasionalmente, excentrocitose. Ja na forma crénica, podem
apresentar anemia e linfocitose discreta (por estimulo antigénico crénico).

A anemia € normocitica normocrémica na maioria dos casos, no entanto de
baixa intensidade nos primeiros dias apds a infeccédo, tornando-se macrocitica,
hipocrdmica e regenerativa a medida que a moléstia progride. A reticulocitose é
proporcional a gravidade da anemia (PINTO, 2009).

Ettinger e Feldman (2004) mencionaram que a anemia hemolitica ocasiona a
diminuicdo da quantidade de eritrocitos e, consequentemente, o decréscimo da
concentracdo de hemoglobina por diminuicdo da vida média do eritrocito. Carli
(2009) relatou que caes infectados por B. canis canis apresentaram anemia nao-
regenerativa, diferentemente dos infectados por B. canis vogeli que tinham anemia
regenerativa.

As anormalidades leucocitarias sao inconsistentes, podendo ocorrer
leucocitose, neutrofilia, neutropenia, linfocitose e eosinifilia (PINTO, 2009; SOUSA;
2011).

A trombocitopenia é descrita por varios autores (GUIMARAES et al.,2004;
PINHEIRO, 2009; SOUSA, 2011), no entanto, trombocitopenia ndo tem uma causa
completamente esclarecida; acredita-se que a destruicdo mediada por anticorpos e
o consumo acelerado em decorréncia de uma reticulite endotelial ou do sequestro

esplénico sejam os mecanismos mais provaveis (BRANDAQO; HAGYWARA, 2002).

2.8.2 Aspectos Bioquimicos

Sousa (2011) relata que nao houve alteracdes renais ou hepaticas nos
animais acometidos por babesiose, com excecdo da enzima ALT. Taboada e
Merchant (1997) comenta que, em casos graves, as enzimas hepaticas podem estar
aumentadas em consequéncia da hipéxia anémica do 6rgdo e que a azotemia e
acidose metabdlica parecem contribuir para a morbidade e mortalidade, ambas
causadas por B. canis, mas nao por B. gibsoni. Nas formas agudas ou subagudas
da doenca, os animais podem apresentar hiperbilirrubinemia (STOCKAM e SCOTT,
2011)

O paciente pode apresentar alteragdes renais graves, que podem ser em
decorréncia da deposicdo de imunocomplexos devido a presenca do hemoparasita,
uma vez que animais com babesiose podem apresentar intensa reagao inflamatéria,

caracterizada por proteinuaria, hipoalbuminemia, hipercolesterolemia, hiperlipemia e
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edema, sendo assim pacientes com o diagnostico de Babesia canis podem
apresentar sindrome nefrética como consequéncia da doenca glomerular renal
(CAVALCANTE et al., 2006).

2.9 Diagnéstico

O historico associado a sintomatologia clinica, em geral, sdo suficientes para
suspeitar de babesiose. A ocorréncia de caes jovens com anorexia, febre, mucosas
palidas, letargia e histérico de infestacdo de carrapatos, possuem uma grande
possibilidade dos mesmos serem portadores da babesiose (ETTINGER e
FELDMAN, 2004).

A técnica do esfregaco sanguineo € simples e de facil execugéo, possui boa
especificidade, no entanto € pouco sensivel, fato que pode ser explicado pela
variagdo da parasitemia (YAMANE et al., 1993); o diagnostico s6 € confirmado
através da visualizagdo do protozoario no interior dos eritrécitos infectados
(TABOADA; MERCHANT, 1997). Os esfregacos sanguineos sdo confeccionados
com sangue periférico e corados por coloragées do tipo Romanowsky, como
Giemsa, Wright, Rosenfeld ou Diff-Quick (FIGUEIREDO, 2011).

Uma vez cessada a fase febril aguda, € improvavel encontrar os parasitas,
pois 0s mesmos sao rapidamente removidos da circulacdo (URQUHART et al.,
1996). A ndo deteccao do parasita no esfregaco sanguineo néao confirma a auséncia
da infeccdo (VIDOTTO e TRAPP, 2004). Brandao e Hagiwara (2002) relataram que
a probabilidade de encontrar o parasita no esfregago sanguineo aumenta quando a
gota de sangue é extraida da margem da orelha.

Dentre os testes sorolégicos empregados, o teste de imunofluorescéncia
indireta para Babesia spp. € altamente especifico, mas nao muito sensivel
(SEARCY, 1998); o teste de ELISA diagnostica em situacoes de baixa parasitemia
(fase subaguda ou crbnica) (OLICHESKI, 2003). Apesar de ser uma técnica simples
e sensivel, é pouco especifica devido a reagdes cruzadas entre B. canis e B. gibsoni
(TABOADA, 1998; VIDOTTO e TRAPP, 2004).

Resultados falso-negativos de testes sorolégicos podem ocorrer nos casos
superagudos ou em caes com imunossupressao concomitante (NELSON; COUTO,
1998), como também em cdes com menos de seis meses de idade (TABOADA,;
MERCHANT, 1997). Muitos dos caes sdo soropositivos, mas clinicamente normais,
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de modo que a sorologia isoladamente ndo pode ser usada para fazer um
diagnéstico definitivo (NELSON; COUTO, 1998).

Enquanto ndo houver reducdo dos titulos de anticorpos especificos o
emprego de técnicas de biologia molecular como a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) tem sido de grande auxilio na identificagcdo de animais portadores cronicos da
doenca (SOUSA, 2011), considerada uma técnica rapida, sensivel e especifica, que
proporciona um diagnéstico em fases agudas, subclinicas ou crbénicas da doenca
(VIDOTTO e TRAPP, 2004), pelo fato desta técnica detectar fragmentos de DNA de
Babesia spp (VIDOTTO e TRAPP, 2004).

2.10 Tratamento

Os principais objetivos do tratamento sdo eliminar o parasita e reverter a
anemia com risco de morte (SCHOEMAN, 2009). Devido a debilidade do animal e
dependendo da gravidade da doencga, pode ser necessario a internacdo ou o
cuidado ambulatorial. Os animais hipovolémicos devem ser submetidos a
fluidoterapia rigorosa, ja pacientes gravemente anémicos devem ser encaminhados
para realizar transfusdes sanguineas (TILLER e SMITH, 2008).

O diaceturato de diazoaminodibenzamidina é o farmaco de eleigédo para o
tratamento das babesioses. Apesar de n&o ser aprovado para caes, mostram
eficacia no tratamento de babesiose canina na dose de 5 mg/kg, SC, em dose unica.
O farmaco é bastante efetivo por interferir na glicélise aerdbia e na sintese do DNA
do parasito, acarretando dilatacdo da membrana de organelas, dissolugcdo do
citoplasma e destruicdo do nlcleo. E um farmaco bastante toleravel pelos animais,
no entanto o seu uso frequente em caes pode causar lesGes nervosas e
degeneracgdes hepatica, renal, muscular e cardiaca (ANDRADE, 2008).

Ettinger e Feldman (2004) mencionaram que 0s caes com suspeita de
babesiose devem ser tratados com cloridrato de clindamicina ou metronidazol. A
doxiciclina é eficaz como profilatico em reduzir a doenga clinica em céaes
experimentalmente inoculados com B. canis, entretanto o microrganismo pode nao
ser removido do corpo apés o tratamento, podendo assim ocorrer recidivas.

O diproprionato de imidocarb (aprovado pelo FDA; 3,5-7 mg/kg SC ou IM a
cada 1-2 dias) diminui a morbidade e a mortalidade em animais acometidos. Esse
agente terapéutico podem eliminar completamente as infecgbes pela B. canis, mas
ndo aquelas provocadas pela B. gibsoni. Relata-se que o metronidazol (25-50
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mg/kg, VO, a cada 24 horas durante 7 dias), a clindamicina (12,5-25 mg/kg, VO,
duas vezes ao dia, por 7 a 10 dias) e a doxiciclina (10 mg/kg, VO, trés vezes ao dia,
por 10 dias) diminuem os sinais clinicos, mas néo eliminam as infec¢des (TILLER e
SMITH, 2008).

2.11 Achados de necropsia e histopatologicos

Os animais acometidos por babesiose apresentam na necropsia
caracteristicas infecciosas de carater hemolitico, o sangue esta “fino”, aquoso e o
plasma esta sanguinolento. Os tecidos conjuntivos subcutaneo, subseroso e
intramuscular encontram-se edemaciados e amarelados, o tecido adiposo é
analogamente afetado. Os linfonodos, na maioria das vezes se encontram
aumentados e os pulmdes estédo ligeiramente edemaciados (THOMAS et al., 2000),
porém o achado mais prevalente € a presenca de urina escura, devido a grande
quantidade de hemoglobina; também, e ndo menos importantes a hepatomegalia.
Mucosas apresentam-se palidas ou ictéricas, o bago pode estar aumentado de
volume e com uma aparéncia carnosa, o figado com uma coloragdo vermelho-
alaranjada, os rins vermelho-escuros ou negros e a serosa do intestino delgado
apresenta-se com um tom rdéseo, causado pela embebigdo por hemoglobina ante
mortem (SANTOS e ALESSI, 2011).

Silveira (2012) fez um relato necroscépico de um cdo e no exame externo
foi observado: distensdo abdominal acentuada, mucosas aparentes subictéricas e
fezes diarreicas aderidas na regido perianal. O exame macroscopico dos érgaos
mostrou o bago com moderado aumento de volume, o mesmo ocorrendo com 0
figado, que exibiu coloragdo amarelo intenso e vesicula urinaria repleta de urina de
cor ambar, corroborando os estudos de Thomas et al. (2000) e Santos e Alessi
(2011). Os pulmbes apresentaram-se hipocorados e hipercreptantes, o coracao
dilatado e o miocardio extremamente palido, o mesmo sendo observado no
parénquima renal e encefalico, sugerindo anemia severa. A Babesia foi identificada
na histologia do encéfalo. Nos capilares do figado, rins e pulmdes foi possivel
identificar hemacias parasitadas por Babesia spp., associado a leucocitose
intravascular.

Os achados microscépicos sao caracteristicos de uma anemia hemolitica
intensa. Os achados mais comuns mencionados sao: nefrose hemoglobinurica,

necrose centrolobular e paracentral do figado, edema, liquido excessivo nas
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cavidades peritonial, pericardica e pleural, e hemorragias nas serosas (THOMAS et
al., 2000). A hemoglobina € visualizada no rim como cilindros de pigmento vermelho
no interior dos tubulos. A isquemia causada pela anemia aguda grave e a elevada
taxa de hemoglobina no néfron s&o responsaveis pelo desenvolvimento de necrose
tubular aguda. No baco, nos linfonodos e na medula éssea nota-se eritrofagia
acentuada (SANTOS e ALESSI, 2011).
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3 MATERIAL E METODOS
Este estudo foi baseado na avaliagdo da casuistica de atendimentos de

caes, do Hospital Veterinario, da Universidade Federal de Campina Grande
(HV/UFCG) Campus de Patos - PB, entre janeiro de 2012 a dezembro de 2015. Foi
feito um levantamento de todos os casos clinicos dos animais positivos para
babesiose pela técnica do esfregaco sanguineo e avaliagdo das fichas (clinicas e
laboratoriais) durante o referido periodo em que este estudo abrange. A partir das
fichas de requisicdo de exame laboratorial, foram analisados o0s seguintes
parametros:

e Requisicao para pesquisa de hemoparasitoses;

e Diagnéstico do agente;

e Informacdes sobre sexo;

e |dades predominantes separando-as em grupos de faixa etaria;

¢ Resultados dos exames hematoldgicos e bioquimica sérica;

e Andlise dos resultados hematolégicos e bioquimicos;

e Andlise das alteracoes eritrocitarias;

Os exames hematolégicos e de bioquimica sérica foram realizados no
Laboratério de Patologia Clinica do HV/UFCG, Patos-PB. O hemograma foi
realizado de modo automatizado (pocH-100 iV Diff, Roche e Sysmex), onde foram
avaliados o volume corpuscular médio, a concentracdo de hemoglobina corpuscular
média, o volume globular, o numero total de hemacias e leucécitos. Uma revisao
manual em esfregago sanguineo foi realizada. A contagem diferencial das células
sanguineas foi realizada em esfregaco de sangue sem anticoagulante e corado com
corantes pandticos. As caracteristicas morfotintoriais dos elementos figurados do
sangue (eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas) foram quantificadas e qualificadas quanto

a forma, tamanho e presenca de parasitos.

Para as analises bioquimicas foi coletado sangue total em frasco plastico ou
de vidro siliconizado sem anticoagulante. A amostra foram encaminhada para o
Laboratério de Patologia Clinica do HV/UFCG, para separagéo do soro. As analises
bioquimicas foram efetuadas por meio de processo cinético em analisador
automatico Cobas C 111 (Roche, Basel, Suica) com kits comerciais para avaliar a
concentragao sérica de Alanina Aminotransferase (ALT), Uréia e Creatinina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Setenta e trés animais infectados com babesiose foram diagnosticados
através da andlise dos exames de caes atendidos no Hospital Veterinario da UFCG,
Campus Patos/PB, no periodo de 2012 a 2015, pela técnica do esfregaco
sanguineo. Com isso, foi possivel verificar que 53,4% dos animais (39/73) eram
fémeas e 46,6% (34/53) eram machos, corroborando com Ungar de Sa (2007), o
qual verificou uma frequéncia de infeccao nas fémeas de 51,4%, discretamente
superior a observada nos machos 48,6%, apesar dos machos estarem em maior
namero na pesquisa. Contrariamente, Furnanello (2005) verificou que dos 23 caes
analisados, 14 eram machos e nove eram fémeas.

Neste estudo a faixa etaria dos cées variou de um més a 15 anos, como
visto no grafico 1, semelhante ao estudo de Furnanello (2005), no qual os animais
apresentavam idade que variava de 10 meses a 15 anos. Contudo, houve um
predominio de animais com idade inferior a um ano (63%), corroborando com o
estudo de Sousa (2011) o qual verificou que 55,93% da populagdo canina
apresentava idade igual ou inferior a 12 meses, isso pode ser justificado pelo fato
dos filhotes demonstrarem imaturidade do sistema imunoldgico, apesar do sistema
imune esta completamente formado ao nascimento porém, ele nunca foi utilizado e
por isso as repostas imunes adquiridas no recém-nascido sao lentas (TIZARD,
2008).

Outro ponto que também pode ser levado em consideracdo é o aporte
sanguineo dos filhotes (animais com idade inferior a um ano) é menor quando
comparado ao dos animais adultos, jA que o numero de hemacias varia entre os
individuos de uma mesma espécie, esse numero pode variar de acordo com a idade,
sexo, exercicio, estado nutricional, entre outros (DUKES, 2006).

Analisando a série eritrocitaria dos animais positivos para babesiose, foi
possivel observar que 83,4% (61/73) apresentavam anemia. Essa anemia pode
variar bastante quanto a sua classificagcdo em virtude do estagio em que a doenga
se encontra (Thrall, 2007).

Pinheiro (2009) observou que 71% dos animais infectados com babesiose
apresentavam anemia. No entanto, Barcellos (2011), em seu estudo analisando os
aspectos clinicos e laboratoriais em cdes com babesiose crbnica, observou que os

valores do eritrograma se mantiveram normais.
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Idade dos animais

B Inferior a 1ano
m1a3anos

®m 3 a6anos

B 6a9anos
®m9al2anos

m 12 a 15 anos

Nado Informado

Grafico 1: Idade de todos os 73 animais diagnosticados com babesiose pelo
esfregaco sanguineo no periodo de 2012 a 2015, no LPC/HV/CSTR/UFCG.

A anemia mais observada foi a do tipo normocitica normocrémica (25/61)
corroborando com Silva (2000), Funanello (2005) e Lemos (2009), discordando de
Sousa (2011), que em estudo semelhante, a anemia mais encontrada foi a
microcitica hipécromica (11%). Anemias normociticas normocrémicas podem ser
observadas na fase crénica da doenca, onde ha uma depressao medular e portanto,
na producado das células vermelhas, neste caso, deve-se tratar a causa e nao a
anemia (Gonzales e Silva, 2008).

Em estudos sobre as anemias, Alonso (2012) e Borin et al. (2009)
observaram, respectivamente, que 1,72% e 10,3% dos animais apresentaram
anemia normocitica hipocrémica divergindo dos valores encontrados nessa
pesquisa, que foi constatado um percentual de 21,9% (16/61) e semelhante aos
dados obtidos por Vasconcelos (2010) que constatou um percentual de 23,07%
(6/26) em seu estudo. Segundo Jannini (1942), a medula déssea pode estar
hiperplasica em alguns casos, no qual ha uma grande diminuicdo na taxa de
hemoglobina e dos glébulos vermelhos, fato que pode ser explicado pela hipdxia,
causada pela baixa quantidade de oxigénio no sangue periférico, acarretando uma
excitacao da medula e posterior resposta na forma de hiperplasia da série vermelha
(LOPES; BIONDO e SANTOS, 2007).

Em 4,1% dos animais foi constatada anemia do tipo macrocitica
normocrdémica, que é comum em animais com perda de sangue ou hemdlise, nesses
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casos a anemia geralmente é regenerativa, eritroleucemia, casualmente por
deficiéncia na eritropoiese e vitamina B12, (STOCKHAN E SCOTT, 2011).

No presente estudo foi observado sete animais (9,6%) com anemia do tipo
macrocitica hipocrémica, concordando com Alonso (2012) que também encontrou
um menor numero de animais com anemia deste tipo (2,60% dos caes). Esta
anemia é observada na recuperacdo de doencas com perda aguda de sangue ou
hemdlise aguda, em que o grau de macrocitose e hipocromia depende da resposta
medular e da severidade da anemia, acarretando uma reticulocitose sanguinea
(GONZALES e SILVA, 2008).

Vasconcelos (2010) em seu estudo sobre a infec¢do por Babesia spp. em
cées na regiao periurbana de Brasilia — DF, observou que os animais com babesiose
apresentaram anemia do tipo microcitica normocrémica. Porém, no presente estudo
foram observados apenas 1,4% dos animais (1/61) com esse tipo de anemia, que é
encontrada em animais com deficiéncia de ferro (STOCKHAN e SCOTT, 2011),
doencas crénicas, trombocitopenias (achado mais comum em animais com
babesiose) e/ou animais parasitados (carrapatos, pulgas, parasitas gastrointestinais)
(LOPES; BIONDO e SANTOS, 2007).

Também foram observados animais com anemias do tipo normocitica
hipercromica (9,6%) e microcitica hipercrdmica (2,7%). Teoricamente essa
hipercromia ndo é possivel de existir fisiologicamente, tendo em vista que a sintese
de hemoglobina (Hb) é cessada em um precursor de eritrocito quando se atinge o
limite ideal de hemoglobina dentro do citoplasma. As causa mais comuns desta
possivel hipercromia sdo em decorréncia da hiperbilirrubinemia, hemoglobinemia e
ou hiperproteinemia (STOCKHAN E SCOTT, 2011).

Dos 73 animais analisados, 42 animais ndo apresentaram nenhuma
alteracao quanto a morfologia, coloracdo e tamanho dos eritrécitos na visualizacao
microscépica, dentre os 31 que apresentaram alteracbes as mais comuns foram
anisocitose (18/31), macrocitose (13/31), equinocitose (13/31), hipocromia (10/31),
policromatéfilos (8/31) e microcitose (6/31), algumas destas alteracbes também
observadas por Sousa (2011).

Com a andlise da série branca, foi possivel observar que apenas 2,7% (2/73)
nao apresentavam alteragdes leucocitarias e que 97,3% (71/73) dos animais
apresentaram alteracdes, tais como leucopenia (31/71), corroborando com trabalho
realizado por Lemos (2009). As alteracbes anormais no leucograma ajuda na
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identificacdo do processo patoldégico em que o animal se encontra e 0 mesmo pode
variar de acordo com o numero de células brancas existente na corrente sanguinea
(THRALL, 2007).

Na contagem diferencial da série leucocitaria foi possivel verificar que as
alteragbes mais comuns eram: neutropenia (23/71), linfopenia (27/71), eosinopenia
(50/71) e monocitopenia (16/71), corroborando com os resultados obtidos por
Furnanello (2005) e Sousa (2011) que encontraram alteracées semelhantes as aqui
descritas e discordando dos resultados encontrados por Vasconcellos (2010) que
descreveu eosinofilia, monocitose e linfocitose.

A trombocitopenia foi um dado bastante comum entre os animais infectados
com babesiose, 78,1% (57/73), sendo algo ja descrito por outros autores, como Silva
(2000), Pinheiro (2009), Vasconcelos (2010), Sousa (2011) e Vilela et al. (2013), em
animais infectados com Babesia spp.. Uma das justificativas para esse fato esta
associada a captura pelo sistema reticuloendotelial, principalmente do baco e
também pela deposi¢édo de imunocomplexos na superficie dos trombocitos (SOUSA,
2000).

De todos os 73 animais infectados com Babesia spp., apenas 8 caes foi
solicitado algum tipo de exame bioquimico (tabela 1). Analisando a média dos
valores das provas de fungéo renal (uréia e creatinina) se mantiveram dentro dos

padrbées de normalidade, corroborando Sousa (2011) e Lemos (2009).

Analisando individualmente os dados dos animais foi possivel verificar que os
animais 3, 4, 5 e 8 apresentaram valores inferiores de creatinina aos de referéncia,
isso pode ocorrer em casos de hidratacdo excessiva, insuficiéncia hepatica e em
casos de caquexia com perda da massa muscular (GONZALEZ e SILVA, 2006),
apenas o animal 2 possui 0 valor de ureia superior ao de referéncia, o que pode esta
associado a gastroenterite que o animal apresentava associado a hemoparasitose,
ja que os niveis de ureia podem estar aumentados em animais com desidratacao.
Contudo ndo se pode descartar algum tipo de lesao renal nos animais, tendo em
vista que as bioquimicas renais so ficam alteradas quando se tem uma leséo renal

mais grave. Diferente da urinalise, em que se pode ter uma alteracdo mais precoce.

As enzimas hepaticas (AST, ALT e FA) variaram bastantes quando analisadas

individualmente (Tabela 1). O ALT se manteve inferior em quase todos os animais
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(5/8), apenas um animal apresentou o valor da FAL acima do limite (animal 6) e os
valores do AST se mantiveram dentro dos limites.

Foi possivel verificar também que os valores de albumina estavam abaixo do
limite de referéncia nos animais 3, 4, 5 e 8, que pode ser explicado pelo fato dos
animais com esta infeccao tem falta de apetite, acarretando uma perda de peso e
consequentemente uma menor disponibilidade de proteinas na dieta. Com isso a um
aumento do Catabolismo da albumina como consequéncia de déficit energético, o
que estimula a mobilizacdo de reservas de aminoacidos para entrar na via da
gliconeogénese (GONZALEZ e SILVA, 2006).

Tabela 1: Valores das bioquimicas de 8 cdes diagnosticados com babesiose, atendidos no HV/UFCG,
campus Patos — PB, no periodo de 2012 a 2015.

Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal | Animal Valores de

Bioguimicas 1 2" 3 4 5* 6 7 8 Média referéncia
Albumina 3,48 2,72 2,56 0,97 1,17 2,8 - 1,0 2,1 2,6-3,3
ALT 153,9 17,3 11,5 9,2 10,1 83,8 85,3 15,1 48,3 21-102

AST 60,3 25,2 - - - - - - 42,75 23-66

Creatinina 0,6 2,2 0,4 0,4 0,2 0,8 0,5 0,4 0,68 0,5-1,55
FAL - - 60,2 149,8 20.7 589,1 - 125,6 189 20-156

Ureia 23,98 | 229,35 28,1 21,82 32,63 52,53 32,38 38,47 57,40 21,4-59,92

*Apresentavam grastroenterite associado a babesiose.

KANEKO et al. (2008).




27

5 CONCLUSAO

Em suma, a existéncia de um grande numero de animais acometidos com
idade inferior a doze meses, um achado que incentiva a tomada de decisédo
epidemioldgica, ao manter os filhotes afastados de animais adultos e livres dos
vetores da doenca. Ademais, ficou evidente a necessidade da adocédo de outras
técnicas de diagnésticos mais sensiveis, como os exames soroldgicos e PCR para a

deteccdo destas enfermidades em cées.
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ANEXOS

Anexo 1: Valores de referéncia para hemograma de caes.

HEMOGRAMA

ERITROGRAMA Valores de referéncia
Hemécias 5.5—-8.5x 10°/uL
Hemoglobina 12.0 - 18 g/dL
Hematocrito 37 -55%
VCM 60 — 77 FI
HCM 19 — 23 pg
CHCM 32 -36 g/dL
RDW 12-15%
LEUCOGRAMA Valores de referéncia
Leucocitos 6.000 — 17.000 pL
totais
Neutréfilos
Mieldcitos 0% | 0 pL
Metamielécitos 0% | 0 pL
Bastonetes 0-3%|0-300pL
Segmentados 60 — 77% | 3.000 — 11.500 pL
Eosindfilos 2—-10%]100-1.250 pL
Basdfilos Raros
Mondcitos 3-10% | 150 — 1.350 pL
Linfécitos 12 —30% | 1.000 — 4.800 pL
PLAQUETOGRAMA Valores de referéncia

Plaquetas | 200.000 — 500.000 pL

Fonte: : WEISS, D.J. & WARDROP, K.J. SCHALM'’s Veterinary Hematology, 2010.



